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摘 要 : 棉花 是 重要 的 经 济 作物 ， 长 期 连作 能 引起 棉花 土壤 微 生 态 的 失衡 、 土 传 病害 加 重 、 进 而 导致 产量 和 品 
质 的 下 降 ， 影 响 棉花 产业 的 健康 发 展 。 本 文 以 连作 棉田 土壤 为 研究 对 象 ， 进 行 室 内 培养 试验 ,在 施用 生 防 放 线 
菌 黄 三 素 链 霉菌 (Septomyces flavotricini) 的 基础 上 添加 不 同 量 的 棉 秆 炭 [0 gkg (CK)、25.0 gkg 、50.0 gkg 
100.0 gkg '], 采用 微生物 计数 和 16S rDNA 基因 序列 分 析 的 方法 , 研究 两 者 配 施 对 连作 棉田 土壤 中 生 防 菌 数 
量 、 微 生物 数量 和 种 类 的 影响 ,为 棉花 黄 萎 病 的 生物 防治 提供 新 的 思路 。 研 究 结果 表明 : (1) 生 防 放 线 菌 配 施 棉 
秆 炭 对 连作 棉田 土壤 中 微生物 区 系 有 显著 的 影响 。 与 单 施 生 防 放 线 菌 菌 剂 的 处 理 相 比 ， 两 者 配 施 显著 增加 了 
土壤 中 细菌 、 放 线 菌 和 真菌 数量 ， 其 中 配 施 25.0 g'kg ! 棉 秆 炭 处 理 使 土壤 中 细菌 /真菌 数量 比 (BE)、 放 线 菌 / 
真菌 数量 比 (A/F) 分 别 增加 了 5 271.2% 和 30.8%(P<0.05)。(2) 土 壤 中 生 防 放 线 菌 数 量 随 着 棉 秆 炭 施 用 量 增 加 而 
显著 增加 ， 配 施 100.0 g'kg-! 棉 秆 炭 处 理 显著 增加 了 2 672.8%(P<0.05)。 棉 秆 炭 具 有 作为 生 防 放 线 菌 良 好 载体 
的 潜力 。(3) 生 防 放 线 菌 配 施 棉 秆 炭 也 改变 了 土壤 中 优势 微生物 的 数量 和 比例 ,尤其 提高 了 细菌 中 芽孢 杆菌 的 
数量 和 所 占 的 比例 ; 100.0 gkg : 棉 征 炭 与 菌 剂 配 施 使 土壤 中 链 霉 菌 的 数量 及 比例 显著 高 于 对 照 ， 但 降低 了 小 
单 钨 菌 数 量 ; 增加 了 真菌 中 米 曲 梅 、 黑 曲霉 和 木 老 的 数量 ， 但 使 其 所 点 比例 降低 。 由 此 可 以 看 出 ， 生 防 放 线 菌 
配 施 棉 秆 炭 能 提高 连作 棉田 土壤 中 生 防 放 线 菌 的 数量 ， 增 强生 防 菌 制剂 的 防 病 促 生 作用 ， 改 善 连作 棉 田 土 壤 
微生物 群落 结构 ， 在 防 控 棉花 连作 障碍 上 具有 较 大 的 应 用 潜力 。 
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Abstract: As an important cash crop, cotton usually continuously cropped for a long-term, which causes an imbalance of soil 
microbial ecology, incidence of soil-borne disease increase, yield and quality decline, preventing the healthy development of 
cotton industry. Biochar application can increase soil microbe activity due to its higher porosity, huge specific surface area and 
ability of nutrient absorption. Biocontrol agents have been found to be effective in adjusting soil environment, alleviating 
continuous cropping obstacles and controlling soil-borne diseases. However, it is not clear how the biochar affects soil microbe 
of continuously cropped cotton field under the application of the biocontrol agent of antagonistic actinomycetes. In this paper, 
a lab incubation experiment was conducted to study the effects of cotton stalk biochar application on soil microflora of 
continuous cotton cropping under use of antagonistic actinomycetes. Based on antagonistic actinomycetes application, the 
experiment was designed in 4 treatments of biochar rate 一 0 gkg ! (control), 25.0 gkg , 50.0 gkg 1 and 100.0 gkg !. The 
Soil microflora was investigated after 15 days of incubation. The results showed that: 1) cotton stalk biochar influenced soil 
microflora under the application of antagonistic actinomycetes. Compared with control, cotton stalk biochar significantly 
increased the number of bacteria, actinomycetes and fungi in the soil. Applications with 25.0 gkg ! biochar increased 
bacteria/fungi (B/F) and actinomycetes/fungi (A/F) by $5 271.2% and 30.8% (P < 0.05), respectively. 2) The number of 
antagonistic actinomycetes significantly increased with increasing application of cotton stalk biochar. Applications with 
100.0 gkg ! biochar into the soil significantly increased antagonistic actinomycete population by 2 672.8% (P < 0.05). Cotton 
stalk carbon served as a potential carrier of biocontrol actinomycetes. 3) Antagonistic actinomycetes with cotton stalk biochar 
changed the number and proportion of dominant microorganisms in the soil, and especially improved the number and 
proportion of Bacillus. The number and proportion of Streptomyces under the treatment with 100.0 gkg ! biochar into the soil 
were significantly higher than those of control treatment, while the number and proportion of Micromonospora were lower. 
The number of Aspergillus oryzae, Aspergillus niger and Trichoderma koningii increased while the proportions decreased. 
Therefore, the application of antagonistic actinomycetes and cotton stalk biochar increased the number of biocontrol agent and 
enhanced disease-controlling and growth-promoting abilities of antagonistic actinomycete, and also improved the structure of 
soil microbial community. It was concluded that the application of antagonistic actinomycetes and cotton stalk biochar had the 
potential to alleviate the adverse effects of continuous cropping cotton. 
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我 国 商品 棉 产 区 连作 种 植 现象 普 静 存在。 在 集 菌 的 营养 和 固定 载体 ,将 帮助 生 防 菌 有 效 地 在 土壤 
约 化 种 植 条 件 下 ,棉花 (4nemone vitifolia Buch.) 长 期 中 定 殖 , 使 其 形成 优势 种 群 , 协助 生 防 菌 达到 更 好 的 
连作 引起 的 连作 障碍 和 枯 、 黄 鞭 病 等 土 传 病害 有 蔓延 ”防治 效果 上 70。 当前 使 用 较 多 的 微生物 载体 有 草 炭 、 
趋势 ,已 成 为 棉花 种 植 业 亚 待 解决 的 重大 问题 。 连 作 ” 蚂 石 、 硅 薄 土 、 海 薄 酸 钠 等 无 机 物料 及 菌 糠 、 烘 便 等 


障碍 的 本 质 是 土壤 根 际 微 生 态 系统 失调 或 恶化 各 种 有 机 废弃 物 等 "1, 但 也 存在 负面 影响 "1。 
目前 化 学 农药 大 量 使 用 引起 的 药物 残留 、 污 染 环 境 、 生物 炭 (biochar) 是 生物 质 在 限 氧 条 件 下 低温 裂 


易 使 病原 菌 产 生 抗 药性 积累 等 问题 已 不 符合 农业 解 产 生 的 稳定 富 炭 固 体 ,可 用 秸秆 及 木 悄 等 农林 废 
健康 可 持续 发 展 的 要 求 。 生 物 防治 及 生态 调控 因 其 。” 弃 物 生产 ”具有 发 达 的 孔隙 度 、 巨 大 的 比 表面 
无 药物 残留 ， 有 望 从 根本 上 防 控 土 传 病 。” 积 和 较 强 的 吸附 养分 的 能 力 , 为 土壤 微生物 提供 栖 

， 但 防治 效果 与 生 防 菌 在 土壤 中 的 数量 和 定 殖 能 。” 息 地 ,能 改善 土壤 微生物 群落 结构 ,促进 微生物 多 
力 有 关 l 样 性 ， 提 高 土壤 微生物 活性 50? ”1。 生 物 炭 作为 优良 

目前 ， 生 防 放 线 菌 对 作物 根 域 土壤 微 生 态 的 影 ”的 功能 性 微生物 载体 已 受到 国内 外 学 者 的 关注 。 添 
响 和 对 作物 的 防 病 促 生 作 用 已 有 很 多 报道 E 3。 但 在 。 加 生物 炭 能 增加 土壤 中 菌 根 真 菌 *" 1、 固 氮 菌 类 群 站 
实验 室 有 了 明显 抑 菌 作用 的 生 防 菌 在 盆栽 和 田间 施用 及 Enterobacter cloacae!! Bacillus mucilaginosust] 
时 , 受 生 防 制剂 本 身 、 病 原 物 、 寄 主 植物 和 环境 因子 。 等 有 益 微 生物 的 数量 。 但 Aeron 等 ”比较 土壤 、 木 炭 、 
(如 土壤 中 营养 源 、 温 度 、 盐 浓度 、 渗 透 性 及 pH 等 ) 木 导 和 木屑 十 ,发现 木 导 土 是 Pseudomonas fluorescens 
影响 较 大 ， 进 而 导致 其 在 土壤 中 的 定 殖 能 力 和 防 病 ” PS1 最 有 效 的 载体 。 因 此 需要 对 生物 炭 作 为 微生物 
效果 不 稳定 5。 而 利用 添加 无 机 或 有 机 物料 作为 生 防 ”载体 的 功能 进行 深入 研究 。 
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研究 表明 生物 炭 可 通过 调控 土壤 微 生 态 环境 ， 
缓解 连作 障碍 ， 对 部 分 植物 及 土 传 病 害 有 一 定 的 防 
控 作 用 居 9 ， 但 也 存在 一 些 争 议 P1。 因 此 利用 生 防 
菌 剂 配 施 生 物 炭 来 缓解 防 控 连作 障碍 和 土 传 病害 已 
成 为 科研 工作 者 研究 的 新 方向 中 。 那 么 生 防 菌 配 施 
棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 微 生 态 影响 如 何 ? 此 方面 的 
研究 目前 少见 报道 。 因 此 , 研究 配 施 棉 秆 炭 对 土壤 
中 生 防 放 线 菌 数 量 的 影响 ， 及 生 防 放 线 菌 配 施 棉 科 
炭 对 连作 棉田 土壤 微 生 态 的 影响 具有 重要 意义 。 鉴 
于 大 田 条 件 复杂 多 变 , 难以 精确 控制 ， 本 试验 采用 
模拟 法 研究 在 施用 一 定 生 防 放 线 菌 的 基础 上 ,添加 
不 同 量 的 棉 秆 炭 所 引起 的 棉田 连作 土壤 中 生 防 放 线 
菌 和 微生物 区 系 的 变化 ， 以 探索 生 防 菌 配 施 棉 秆 炭 
对 增加 生 防 放 线 菌 数量 、 提 高 其 防 病 促 生效 果 的 可 
行 性 及 技术 措施 , 为 生 防 放 线 菌 配 施 棉 秆 炭 防 治 棉 
花 土 传 病害 提供 科学 依据 。 

1 材料 与 方法 
1.1 材料 

棉 秆 炭 由 新 疆 农业 科学 院 土 壤 肥 料 与 农业 节 水 
研究 所 提供 。 棉 花 秸秆 在 500 'C 厌 氧 条 件 处 理 3 h 
备用 ,粉碎 后 过 0.5 mm 筛 。 棉 秆 炭 粒 径 (D) 组 成 中 ， 
0.25 mm<D<0.5mm 占 52%, D<0.25 mm 占 48%。 其 基 
本 理化 性 质 为 有 机 碳 771.80 gkg ', 全 氮 15.72 g-kg，， 
全 磷 15.31 g:-kg : ， 全 钾 25.04 gkg ', pH 10.27， 电 导 
率 4.38 mS:cm !o 

供 试 土壤 采 自 河北 省 景 县 连作 6 年 棉田 。 选 取 
6 个 采样 点 ,采集 棉花 根 区 土 0~20 cm 耕 层 土壤 ， 风 
干 后 混 匀 ,研磨 过 0.5 cm 筛 备用 。 

供 试 生 防 放 线 菌 为 编号 25$# 的 黄 三 素 链 霉 菌 
(Streptomyces flavotricini) 为 西北 农林 科技 大 学 资源 环 
境 学 院 微生物 资源 研究 室 分 离 第 选 , 对 棉花 黄姜 病 
病原 菌 有 较 好 抗 性 ”1 试验 所 用 粉 状 活 菌 制剂 采用 固 
态 发 酵 、 低 温 烘 干 制备 ， 活 菌 数 为 5.3x10? cfug '。 
1.2 方法 
1.2.1 土壤 接种 模拟 试验 

试验 设 0 g:-kg“!'(CK)、25.0 gkg !、50.0 gkg'、 
100.0 gkg， 4 个 棉 秆 炭 用 量 处 理 ， 所 有 处 理 均 接 入 
25# 生 防 菌 剂 ， 接 入 量 为 5.3x10 cfu:g !( 干 土 )。 

定量 称 取 100 g 土 样 , 按 比 例 加 入 棉 秆 炭 后 置 
于 300 mL 广 口 氏 中 ,搅拌 均匀 后 直接 加 入 25# 生 防 
菌 剂 混 匀 。 每 个 处 理 3 次 重复 。 每 瓶 加 26 mL 无 菌 
水 , 封口 28 ‘培养 , 培养 期 间 采 用 等 重 加 水 法 使 每 
瓶 质量 相同 ,培养 15 d 后 将 瓶 内 土壤 充分 混 匀 ， 每 
瓶 称 取 10.0 g 进行 土壤 微生物 数量 测定 及 种 类 分 析 。 


1.2.2 ”土壤 微生物 分 离 计 数 

不 同 处 理 土 样 均 采 用 稀释 平板 涂抹 法 分 离 计 
数 。 细 菌 、 真 菌 及 放 线 菌 所 用 培养 基 分 别 为 牛肉 襄 
蛋白 肪 培养 基 (BPA)、 高 氏 1 号 培养 基 (GA) 和 马铃薯 
蔗糖 培养 基 (PDA)P1。 为 防止 细菌 生长 ，GA 培养 基 
中 灭 菌 前 加 入 1 gL 1 重 铬 酸 钾 至 80 ngmL  ， PDA 
培养 基 中 加 入 灭 菌 乳酸 至 终 浓度 为 3 mL:L-:。 细 菌 、 
放 线 菌 及 真菌 分 别 于 培养 2~3 d、5~7 d 及 3~5 d 后 
计数 ; 再 对 单 菌落 的 形态 特征 进行 观察 分 析 ， 将 严 
内 形态 特征 完全 相同 菌落 定 为 同一 分 类 单元 , 并 将 
数量 多 、 比 例 高 ( 占 总 数 的 5% 左 右 ) 的 微生物 定 为 优 
势 菌 。 在 对 每 种 优势 菌 计 数 后 挑 取 单 菌落 进行 纯化 、 
保藏 、 鉴 定 。 
1.2.3 ”细菌 菌 种 鉴定 

对 挑 取 的 细菌 ,根据 形态 特征 结合 16S rDNA 序 
列 分 析 进 行 鉴定 。 采 用 酶 解法 提取 细菌 总 DNAW1。 
引物 采用 正 向 引物 PA: 5-AGAGTTTGATCCTGGC 
TCAG-3'; 反 向 引物 PB: 5-AAGGAGGTGATCCAG 
CCGCA-3'。 扩 增 条 件 : 94 'C 预 变性 4 min; 94 人 变性 
1 min, 56 CC 退火 1 min; 72 延长 2 min， 变 性 到 延 
长 30 个 循环 ; 72 'C 延 长 10 min, 4 'C 保 存 。 扩 增产 物 
胶 纯 化 后 送 南 京 金 斯 瑞生 物 技术 有 限 公 司 进行 测 
序 。 将 获得 序列 与 GenBank 数 据 库 中 序列 进行 比 对 。 
1.3 结果 计算 及 数据 统计 分 析 

试验 数据 中 ， 棉 秆 炭 效 应 (4CK%) 表 示 添 加 棉 科 
炭 土 壤 中 不 同 菌 群 的 增幅 ; Pp(%) 表 示 土 壤 中 优势 细 
菌 占 分 离 细 菌 总 数 的 比例 ，PA(%) 表 示 土 壤 中 小 单 孢 
菌 、 链 考 菌 、 生 防 菌 占 分离 放 线 菌 总 数 的 比例 , Pi(%) 
表示 土壤 中 优势 真菌 占 分 离 真 菌 总 数 的 比例 , Cp(%) 
表示 添加 棉 秆 炭 土 壤 中 优势 细菌 的 增幅 。 所 有 试验 
数据 均 利 用 SAS 统计 软件 进行 方差 分 析 ， 并 采用 
Duncan’s 新 复 极 差 法 进行 差异 显著 性 检验 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 中 微 生 
物 数量 和 上 比例 的 影响 
由 表 1 可 知 ， 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 使 连作 棉田 
土壤 中 细菌 、 真 菌 和 放 线 菌 数 量 显 著 增 加 。 与 单 施 
菌 剂 处 理 (CK) 相 上 比 ,25.0 g'kg- 和 100.0 gkg"!' 棉 秆 
央 配 施 处 理 土壤 中 细菌 数量 显著 增加 7 103.8% 和 
8 640.7%(P<0.05)。 真 菌 和 放 线 菌 数 量 随 棉 秆 炭 添 加 
量 的 增加 比例 逐渐 增 大 。25.0 g:-kg '!、50.0 g.kg- 和 
100.0 gKkg 配 施 处 理 中 真菌 与 放 线 菌 数量 分 别 显 著 
增加 34.2% 与 75.5%、469.6% 与 165.1% 和 2 289.4% 
366.3%(P<0.05)。 
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表 1 生 防 菌 配 施 不 同 量 棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 中 微生物 数量 的 影响 
Table 1 Populations of soil microorganisms in different treatments of biochar under application of antagonistic actinomycetes 
棉 秆 炭 细菌 Bacteria 真菌 Fungi 放 线 菌 Actinomycetes 
Biochar 量 i 量 i 量 i 
ae 0 /JCK% 数量 ape a JCK% 数量 Pou od /JCK% 
g ) (10 cfu'g ) (10° cfu'g ) 
0(CK) 4.50+1.39b 过 7.08+2.53¢c = 2.61+0.18d = 
25 324.17+52.70a 7 103.8 9.50+1.77¢c 34.2 4.58+1.15¢c 75.5 
50 17.42+6.75b 287.1 40.33+9.88b 469.6 6.92+0.50b 165.1 
100 393.33+88.37a 8 640.7 169.17+22.68a 2 289.4 12.17+1.56a 366.3 
表 中 同 列 数据 后 不 同 小 写字 母 表示 不 同 处 理 差异 达 显著 水 平 (P<0.05)，4CK% 表 示 添 加 棉 秆 炭 土壤 相对 于 CK 的 细菌 、 真 菌 和 放 线 菌 数量 


的 增幅 (%)。 Values with different lowercase in the same column indicate significant difference at P < 0.05. ACK% indicates the increase percentages 


of populations of bacteria, fungi and actinomycetes due to adding cotton stalk biochar. 


从 表 2 看 出 , 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 连 作 棉 田 土 壤 
中 微生物 组 成 有 较 大 变化 。 与 单 施放 线 菌 菌 剂 相 比 ， 
25.0 _gkg-! 配 施 棉 秆 炭 处 理 使 士 壤 中 细菌 /真菌 数量 
比 (CBAF)、 放 线 菌 /真菌 数量 比 (AOP) 和 细菌 / 放 线 菌 数 
量 比 (B/A) 分 别 增加 了 5271.2%、30.8% 和 3996.0%， 
50.0 gkg ! 配 施 棉 秆 炭 处 理 使 土壤 中 BOF 和 A 分 
别 减 少 了 32.0% 和 53.4%， 而 B/A 增加 了 45.7%。 


100.0 gkg- 配 施 棉 秆 央 处 理 使 土壤 中 的 BF 和 B/A 分 
别 增 加 了 266.0% 和 1 768.8%, 而 A/F 减少 了 80.5%。 
2.2 ” 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 细菌 类 
群 分 布 的 影响 
从 土壤 中 分 离 出 的 细菌 种 类 和 数量 上 来 看 ， 主 
要 以 芽孢 杆菌 居多 ， 对 其 中 5 株数 量 较 多 的 芽孢 杆 
菌 进行 分 子 鉴定 ( 表 3)。 


表 2 ， 生 防 菌 配 施 不 同 量 棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 中 3 大 微生物 类 群 比例 的 影响 
Table 2 Ratios of three major microorganism groups of soil in different treatments of biochar under application of antagonistic 
actinomycetes 
本 细菌 /真菌 放 线 菌 /真菌 细菌 / 放 线 菌 (B/A) 
棉 秆 炭 Biochar Bacteria/fungi Acti tes/fungi (A/F Bacteria/acti ft 
- gl ctionmycetes/fungi (A/F) acteria/actionmycetes 
k 
We 比值 Ratio ACK% 比值 Ratio ACK% 比值 Ratio ACK% 
0(CK) 6 352.9 = 368.2 二 17.3 和 
25 341 228.1 5 271.2 481.6 30.8 708.6 3 996.0 
50 4318.2 一 32.0 171;3 —53.4 25 没 45.7 
100 23.231.2 266.0 71.9 一 80.5 323.3 1 768.8 


4CK% 表 示 与 CK 相 比 ， 添 加 棉 秆 炭 土 壤 中 3 大 微生物 类 群 比例 增幅 (%)。4CK% indicates the increase percentages of ratios of the three 


major microorganism groups due to adding cotton stalk biochar. 


表 3 连作 棉田 土壤 中 优势 细菌 菌落 形态 特征 及 分 子 鉴定 


Table 3 Predominant bacteria in soil of continuous cropped cotton 


4 后 i NE 以 度 
菌株 编号 菌落 形态 最 相近 菌株 ee 
2 i equence 
Strain No. Colony morphology Closest known relative identity (%) 
YB1 乳白 、 不 透明 、 圆 形 、 奶 状 、 湿 润 Milky, opaque, round, milky, moist Bacillus thaonhiensis 99.85 
YB3 黄 晶 不 透 月 、 圆 形 、 蜡 状 、 半 湿润 Yellow and white, opaque, round, waxy,， Bo Dinemayongensis 99.78 
semi-moist 
YB5 浅黄 、 透 明 、 圆 形 、 蜡 状 、 半 湿润 Pale yellow, transparent round, waxy, semi-moist Bacillus oceanisediminis 99.56 
YB6 浅黄 、 不 透明 、 圆 形 、 油 状 、 湿 润 Pale yellow, opaque, round, oily, moist Bacillus asahii 99.49 
YB7 浅黄 、 不 透明 、 圆 形 、 油 状 、 湿 润 Pale yellow, opaque, round, oily, moist Bacillus cereus 99.93 


由 表 4 可 知 , 连作 棉田 土壤 在 添加 生 防 菌 剂 后 配 
施 不 同 量 棉 秆 炭 改 变 了 土壤 中 优势 细菌 的 种 类 、 数量 
及 比例 。 单 施 生 防 菌 剂 土壤 中 YB1 和 YB3 细菌 分 别 
占 分 离 细 菌 总 数 的 3.8% 和 3.8%。 而 添加 棉 秆 炭 使 这 2 
种 优势 细菌 数量 增加 , 其 中 25.0 gkg 和 100.0 gkg 
棉 秆 炭 处 理 使 土壤 中 YBl 和 YB3 数量 分 别 较 对 照 增 
加 170.6 倍 、150.9 倍 和 18.6 倍 、3.9 倍 , 均 达 到 显著 水 


平 (P<0.05); 但 50.0 gkg 棉 秆 炭 处 理 YB1 菌株 数量 增 
幅 不 大 ，YB3 菌株 数量 甚至 减少 。YB5、YB6 和 YB7 
菌株 在 对 照 土壤 中 未 检 出 , 而 25.0 gkg”、50.0 gkg 
和 100.0 gkg" 棉 秆 炭 处 理 中 YB5 菌株 数量 分 别 占 分 
离 细 菌 总 数 的 5.1%、5.7% 和 7.4%; YB6 菌株 数量 分 
别 占 分 离 细 菌 总 数 的 6.7%、11.0% 和 3.2%; YB7 菌株 
数量 分 别 占 分 离 细菌 总 数 的 4.1%、7.2% 和 2.8%。 
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表 4 生 防 菌 配 施 不 同 量 棉 秆 炭 连 作 棉 田 土壤 中 优势 细菌 数量 及 比例 


Table 4 Predominant bacteria population and proportion of soil in different treatments of biochar under application of antagonistic 


actinomycetes 
菌株 棉 秆 炭 数量 ps 菌株 棉 秆 炭 数量 Cs ps 
. Biochar Population 0 Biochar Population 网 0 
Strain -1 7 1 (%) Strain = 7 = (%) (%) 
(gkg ) (10 cfu'g ) (gkg ) (10 cfug ) 
YB3 0(CK) 0.00+0.00c 0.0 YB1 0(CK) 0.17+0.29b 一 3.8 
(Bacillus (Bacillus 
oceanisediminis) 25 16.67+7.64b 5.1 thaonhiensis) 25 29.17+8.78a 170.6 9.0 
50 1.00+0.00c 5.7 50 1.42+0.29b 7.4 8.2 
100 29.17+5.20a 7.4 100 25.83+3.82a 150.9 6.6 
YB4 0(CK) 0.00+0.00c 0.0 YB2 0(CK) 0.17+0.29a 一 3.8 
(Bacillus asahii) (Bacillus 
25 21.67+11.55a 6.7 bingmayongensis) 25 3.33+3.82a 18.6 1.0 
50 1.92+0.14bce 11.0 50 0.00+0.00a —1.0 0.0 
100 12.50+0.00ab 3.2 100 0.83+1.44a 3.9 0.2 
YB5 0(CK) 0.00+0.00b 0.0 
(Bacillus cereus) 
25 13.33+1.44a 4.1 
50 1.25+0.00b 7.2 
100 10.83+5.20a 2.8 


表 中 同一 株 菌 的 同 列 数 据 后 不 同 小 写字 母 表 示 不 同 处 理 之 间 及 处 理 与 对 照 之 间 的 差异 达到 显著 水 平 (P<0.05)，Ps 表示 土壤 中 优势 细菌 占 
分 离 细菌 总 数 的 比例 ，Cs 表示 添加 棉 秆 央 土 壤 中 优势 细菌 增加 的 倍数 。Values with different lowercases in the same column of the same strain 


indicate significant differences P < 0.05. Ps indicates proportion of dominant bacteria to total bacteria in soil. Cs indicates the increase rate of 


dominant bacteria due to adding cotton stalk biochar. 


2.3 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 放 线 菌 
类 群 分 布 的 影响 
由 表 5 可 以 看 出 , 与 单 接生 防 菌 剂 相 比 , 所 有 
棉 秆 炭 配 施 处 理 均 使 土壤 中 小 单 抱 菌 和 链 霉菌 数量 
分 别 增加 25.3%~85.8% 和 44.4%~1 372.9%， 其 中 
100.0 gkg : 棉 秆 炭 配 施 处 理 使 小 单 孢 菌 、 链 震 菌 


表 5 


数量 分 别 较 无 岂 对 照 显著 增加 76.0%、 
(P<0.05)。 

由 表 5 看 出 , 棉 秆 生物 炭 对 接 入 的 生 防 菌 数 量 影 
响 显 著 。 添 加 生物 炭 后 ,土壤 中 生 防 放 线 菌 黄 三 素 链 
霉菌 数量 较 无 棉 秆 炭 对 照 增加 49.8%~2 672.8%， 并 
使 该 菌 在 可 培养 放 线 菌 总 数 中 所 占 比例 达到 49.4%。 


1 372.9% 


生 防 菌 配 施 不 同 量 棉 秆 炭 连 作 棉田 土壤 中 小 单 孢 菌 、 链 考 菌 和 接 入 生 防 菌 ( 黄 三 素 链 霉菌 ) 数 量 及 比例 


Table $5 了 Populations and ratios of soil Micromonospora sp., Streptomyces sp. and Streptomyces flavotricini in different treatments of 


biochar under application of antagonistic actinomycetes 


10 cfu.g ! 
黄 三 素 链 考 菌 ( 生 防 菌 ) 


本 小 单 孢 菌 链 霉 菌 ee 
棉 秆 炭 Micromonospora sp. Streptomyces sp. treptomyees avotricint 
Pp p PlomY p 
(gkg!) (antagonistic actinomycetes) 
Biochar 量 Populati 量 Populati 量 Populati 
数量 2 opu aon JCK% Pa (%) 数量 . opu auon ACK% Pa (%) 数量 . opu Anon /JCK% Pa (%) 
(10 cfu'g ) (10 cfu'g ) (10 cfu'g ) 
0(CK) 5.92 士 0.76c = 22.7 5.25+0.66b 一 20.1 2.17+0.38b 一 8.3 
25 7.42+2.89bc 25.3 16.2 7.58++0.80b 44.4 16.6 3.25+0.50b 49.8 7:1 
50 11.00+0.90a 85.8 15.9 12.08+3.22b 130.1 17.5 6.67+3.06b 207.4 9.6 
100 10.42+0.88ab 76.0 8.6 77.33+22.85a 1 372.9 63.5 60.17+5.81a 2 672.8 49.4 


4CK% 表 示 添 加 棉 秆 炭 土 壤 中 小 单 孢 菌 、 链 霉菌 、 黄 三 素 链 霉菌 的 增幅 (%), PA 表 示 土 壤 中 小 单 抱 菌 、 链 霉菌 、 黄 三 素 链 霉菌 占 分 离 放 线 


菌 总 数 比 例 。4CK% indicates the increase percentage of population of Micromonospora sp., Streptomyces sp. and Streptomyces flavotricini due 


adding cotton stalk biochar. PA indicates proportion of Micromonospora sp., Streptomyces sp. and Streptomyces flavotricini to total actinomycetes in 


soil. 


从 上 比例 来 看 ， 棉 秆 炭 配 施 处 理 使 3 种 放 线 菌 占 
分 离 放 线 菌 总 数 的 比例 与 数量 呈现 不 同 变化 。 与 单 施 
生 防 菌 剂 相 比 ， 棉 秆 炭 处 理 使 小 单 孢 菌 占 放 线 菌 分 离 
总 数 比 例 为 8.6%~16.2%， 始 终 低 于 对 照 , 且 比例 随 棉 
秆 炭 用 量 的 增加 比例 降低 。25.0 gkg- 和 50.0 gkg” 
棉 秆 炭 配 施 处 理 使 链 霉菌 占 放 线 菌 分 离 总 数 比 例 分 


别 为 16.6% 和 17.5%， 分 别 较 对 照 降 低 了 17.4% 和 
12.9%; 而 100.0 gkg- 棉 秆 炭 配 施 处 理 的 比例 为 
63.5%， 较 对 照 增 加 215.9%。25.0 gkg ! 棉 秆 炭 配 施 
处 理 使 25# 菌 剂 ( 黄 三 素 链 霉菌 ) 占 放 线 菌 分 离 总 数 
比例 为 7.1%， 较 对 照 降低 ; 而 100.0 gkg- 棉 秆 炭 配 
施 处 理 使 这 一 比例 为 49.4%， 显 著 高 于 对 照 。 
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2.4 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 对 连作 棉田 土壤 真菌 类 
群 分 布 的 影响 
从 土壤 中 分 离 出 的 真菌 种 类 和 数量 上 来 看 ， 
YF1、YF2 和 YF3 菌株 检 出 数量 大 部 分 超过 分 离 菌 
株 总 数 的 5%， 为 连作 棉田 土壤 中 优势 真菌 菌 群 。 经 
菌落 和 孢子 形态 特征 初步 鉴定 这 3 株 菌 分 别 为 米 曲 


比例 。 与 单 施 生 防 菌 剂 相 比 ， 除 50.0 gkg 棉 秆 炭 配 
施 处 理 使 YF2 数量 减少 外 , 25.0 gkg !、50.0 gkg! 
和 100.0 gkg-: 棉 秆 炭 配 施 处 理 均 使 土壤 中 3 种 优势 
真菌 数量 增加 ， 其 中 100.0 g:kg-!: 棉 秆 炭 配 施 处 理 分 
别 显 著 增 加 455.5%、244.8% 和 8 936.1%(P<0.05)。 
但 这 3 株 优 势 真 菌 在 分 离 真 菌 中 所 占 的 比例 总 体 上 


考 、 黑 曲 老 和 木 老 。 由 表 6、 表 7 可 知 ， 生 防 菌 剂 配 。 随 棉 秆 炭 施 入 量 的 增加 而 减少 ,这 有 可 能 是 棉 秆 岂 
施 棉 秆 炭 改 变 了 连作 棉田 土壤 中 优势 真菌 的 数量 及 ” 增加 了 土壤 中 真菌 总 数 所 致 。 
表 6 连作 棉田 土壤 中 优势 真菌 菌落 形态 特征 
Table6 Predominant fungi in soil of continuous cropped cotton 
优势 真菌 菌落 形态 菌落 颜色 孢子 形态 鉴定 
Predominant fungi Colony morphology Color Spores Morphological identification 
YF1 放射 状 , 较 疏 松 Radial, looser 黄色 Yellow 黄色 Yellow 米 曲 考 4spergillus oryzae 
YF2 放射 、 棉 架 状 ， 较 密 Radial, denser 黑色 Black 黑色 Black 黑 曲 考 4spergillus niger 
YF3 粉 状 ， 较 密 Powdery, denser 白色 White 绿色 Green 木 霉 Trichoderma koningii 
表 7 生 防 菌 配 施 不 同 量 棉 秆 炭 连 作 棉田 土壤 中 优势 真菌 数量 及 比例 
Table 7 Predominant fungi populations and percents of soil in different treatments of biochar under application of antagonistic 


actinomycetes 


YEF1 (Aspergillus oryzae) YF2 (Aspergillus niger) YF3 (Trichoderma koningii) 


棉 秆 炭 


Biochar 数量 Pe 数量 Pe 数量 Pe 

(gkg ') Population ACK% (%) Population ACK% (%) Population ACK% (%) 
(10"cfug !) (10"cfug- (10"cfug- 

0(CK) 15.00+5.00b 21.2 24.17+5.77b 二 34.1 0.83+1.44b 二 1.2 

25 23.75+8.84b 58.3 25.0 25.00+10.61b 3.4 26.3 5.00+7.07b 502.4 $5:3 

50 21.67+14.22b 44.5 5.4 21.67+14.22b 一 10.3 5.4 1.67+2.89b 101.2 0.4 

100 83.33+14.43a 455.5 4.9 83.33+14.43a 244.8 4.9 75.00+0.00a 8 936.1 4.4 


ACK% 表 示 添 加 棉 秆 炭 土 壤 中 米 曲 老 、 黑 曲 老 和 木 老 数量 的 增幅 (%), Pr 表示 土壤 中 优势 真菌 占 分 离 真 菌 总 数 的 比例 。4CK% indicates the 


increase percentage of population of Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Trichoderma koningii due to adding cotton stalk biochar. Pr indicates 


proportion of dominant fungi to total fungi in soil. 


3 讨论 

生 防 放 线 菌 由 于 耐 受 性 差 、 生 长 缓慢 等 特点 并 
不 利于 发 展 活体 制剂 ， 且 制备 中 存在 不 易 繁 殖 ， 产 
孢 量 低 , 或 多 代 繁 殖 后 防治 效果 下 降 等 问题 。 其 生 
防 活性 在 防治 过 程 中 也 容易 受到 环境 和 营养 因素 
的 影响 ， 存 在 稳定 性 和 持 效 性 较 差 等 问题 Sl。 因 此 
选择 合适 的 营养 物质 、 载体 或 与 其 他 肥料 配 施 从 而 
发 挥 最 大 的 生 防 活性 将 成 为 生 防 放 线 菌 应 用 的 关 
键 问题 。 

目前 常用 泥炭 、 蚂 石 等 无 机 矿物 质 作 为 生 防 菌 
的 载体 , 但 这 些 物 质 存 在 储量 有 限 、 分 布 不 均 及 开 
采 过 程 容易 引起 环境 问题 有 机 营养 载体 也 存在 
有 害 生物 的 影响 、 重 金属 和 盐分 的 积累 、 抗 生 素 的 
残留 等 负面 作用 24。 生物 炭 为 秸秆 、 稻 壹 、 竹 木 和 
动物 凑 便 等 有 机 废弃 物料 在 限 氧 或 绝 氧 条 件 下 ， 通 
过 300~700 人 高 温 裂解 而 来 94， 由 于 生产 原料 来 源 
广泛 , 近 些 年 来 作为 一 种 新 型 生 防 菌 载 体 材 料 而 被 


人 们 所 关注 。 虽 然 生 物 炭 结构 中 的 茶 环 有 很 高 的 稳 
定性 , 但 其 中 脂肪 族 和 氧化 态 碳 物质 易于 腐 解 ， 且 
本 身 含 有 大 量 N、P、K、Ca、Meg 等 可 利用 养分 ,可 
能 被 微生物 分 解 利 用 "1 但 也 有 研究 表明 作为 碳 
源 或 基质 ， 生 防 真菌 木 霉菌 对 生物 炭 的 利用 效果 没 
有 和 葡萄糖、 乳糖 和 淀粉 的 效果 好 5 有 些 生物 炭 甚 
至 还 可 能 对 微生物 繁殖 有 具有 潜在 抑制 作用 路。 此 外 
由 于 生物 炭 县 有 多 孔 性 , 能够 为 微生物 生存 提供 附 
着 位 点 和 较 大 空间 ， 可 作为 植物 益生 菌 或 其 他 微 生 
物 的 良好 载体 ”1 其 较 强 的 吸附 性 ， 可 以 吸附 土 
壤 中 的 养分 , 给 生 防 菌 提供 良好 的 生存 环境 中 “1。 本 
研究 表明 生 防 放 线 菌 与 棉 秆 炭 配 施 能 改善 连作 棉田 
土壤 微生物 群落 结构 ,增加 生 防 放 线 菌 黄 三 素 链 老 
菌 的 数量 。 因 此 棉 秆 炭 可 以 作为 生 防 放 线 菌 良 好 的 
载体 ， 具 有 较 大 的 生 防 潜力 。 但 生物 炭 的 种 类 、 不 
同 条 件 制备 的 生物 炭 及 生物 炭 的 添加 量 等 因素 均 影 
响 生 物 央 作为 微生物 载体 的 应 用 效果 户 ”0。 与 单 
施 生 防 放 线 菌 的 对 照相 比 ， 施 入 棉 秆 炭 使 土壤 中 生 
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防 放 线 菌 黄 三 素 链 霉菌 的 数量 增加 。 由 于 施 入 棉 科 
炭 使 土壤 pH 增高 ,而 生 防 放 线 菌 数量 随 棉 秆 炭 施 
入 量 增加 而 增加 ， 推 测 原因 可 能 由 于 生 防 放 线 菌 在 
偏 碱 性 环境 下 也 能 生长 良好 ， 故 能 明显 提高 棉 秆 炭 
高 施用 量 条 件 下 生 防 菌 的 数量 。 

同时 生物 炭 的 输入 也 改变 了 单 接生 防 菌 剂 土壤 
中 微生物 菌 群 的 变化 ， 生 物 炭 的 施用 量 对 土壤 中 细 
菌 、 放 线 菌 和 真菌 数量 有 显著 的 影响 。 武 爱 莲 等 [*1 
研究 表明 在 5~60 gkg"! 玉米 秸秆 生物 炭 范 围 内 ,能 
显著 增加 土壤 中 细菌 的 数量 , 增幅 随 其 用 量 的 增加 
而 增加 ; 但 顾 美英 等 “9 的 研究 表明 土壤 中 细菌 、 放 
线 菌 和 真菌 数量 随 生物 炭 施 入 量 的 增加 呈 先 增加 后 
减少 的 趋势 。 本 研究 表明 ,与 单 施 生 防 菌 的 对 照相 
比 ， 配 施 棉 秆 炭 也 显著 提高 了 连作 棉田 土壤 中 细 
菌 、 放 线 菌 和 真菌 数量 ,， 且 有 随 棉 秆 炭 加 入 量 增加 
呈 增 加 -降低 -增加 的 趋势 。100.0 gkg” 施 入 量 微 生 
物 数量 增幅 明显 ， 可 能 是 土壤 中 生 防 放 线 菌 数量 的 
显著 增加 ， 抑 制 了 土 传 病原 菌 的 数量 ,土壤 环境 得 
到 改善 , 微生物 数量 也 随 之 增加 ， 但 这 个 高 施用 量 
对 棉花 的 生长 是 否 有 影响 ,还 需 进 行 棉花 种 植 试 验 
验证 。 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 处 理 使 土壤 中 细菌 和 放 
线 菌 数量 较真 菌 数量 相对 增加 ,细菌 /真菌 数量 比 
(BF) 和 放 线 菌 /真菌 数量 比 (A/P) 随 棉 秆 炭 施 入 量 的 
增加 而 降低 ， 对 微生物 群落 结构 有 明显 的 调节 作用 ， 
使 连作 棉田 土壤 向 细菌 性 土壤 转变 ,但 这 种 变化 是 
否 是 由 生 防 菌 数量 增高 引起 ， 还 是 生物 炭 的 作用 ， 
还 需 设 置 不 施 生 防 菌 和 不 施 棉 秆 炭 的 对 照 来 进一步 
说 明 。 

此 外 生 防 菌 剂 配 施 棉 秆 炭 对 不 同 的 微生物 种 类 
也 有 不 同 的 影响 。 本 研究 连作 棉田 土壤 经 生 防 菌 剂 
配 施 棉 秆 炭 共 分 离 得 到 5 株 优 势 细 菌 ， 均 为 芽孢 杆 
菌 属 (Bacillus)。 其 中 B. oceanisediminis 菌 数量 随 棉 
秆 炭 施 入 量 增加 而 增加 ，B. bingmayongensis 菌 数量 
则 减少 ， 其 余 3 株 则 呈现 先 增 加 后 减少 的 趋势 。 芽 
孢 杆菌 是 植物 病害 生 防 微生物 的 重要 组 成 部 分 ， 具 
有 显著 的 生 防 潜力 , 它 可 以 防治 多 种 植物 病害 (1。 
而 蜡 状 芽孢 杆菌 (Bacillus cereus) 在 3 种 浓度 梯度 棉 
秆 央 处 理 的 土壤 中 均 有 分 离 得 到 ， 而 在 对 照 土壤 中 
未 检 出 。 有 学 者 指出 蜡 样 芽孢 杆菌 对 作物 有 防 病 、 
促 生 及 杀菌 作用 点。 随 棉 秆 炭 施 入 量 增 加 ， 放 线 
菌 中 小 单 孢 菌 数量 及 比例 降低 ， 但 链 霉 菌 及 接 入 生 
防 菌 剂 的 数量 及 比例 增加 。 真 菌 中 益生 木 才 数量 也 
有 所 增加 。 由 此 推断 在 施用 生 防 菌 剂 的 基础 上 配 施 
一 定 比 例 棉 秆 炭 可 促进 土壤 中 有 益 细菌 、 放 线 菌 和 


真菌 的 数量 与 比例 。 这 些 是 否 对 缓解 棉花 连作 障碍 
有 积极 影响 ,要 对 病原 菌 数 量 和 优势 微生物 做 深入 
分 析 。 由 于 本 研究 为 土壤 培养 试验 , 缺少 作物 根系 
的 影响 ,还 需 进行 田间 试验 验证 。 
4 结论 

生 防 放 线 菌 配 施 棉 秆 央 对 连作 棉田 土壤 中 微 生 
物 区 系 有 显著 影响 。 与 单 施 生 防 放 线 菌 菌 剂 的 处 理 
相 比 ,土壤 中 生 防 放 线 菌 数量 随 着 棉 秆 央 施 用 量 增 
加 而 显著 增加 ， 棉 秆 凯 具 有 作为 生 防 放 线 菌 良好 载 
体 的 潜力 。 同 时 生 防 放 线 菌 配 施 棉 秆 炭 也 显著 提高 
了 连作 棉田 土壤 中 微生物 的 数量 且 改 变 了 优势 微 生 
物 数量 和 比例 , 尤其 提高 了 细菌 中 芽孢 杆菌 的 数量 
和 所 占 的 比例 ; 100.0 g-kg ! 棉 秆 炭 与 菌 剂 配 施 使 土 
塘 中 链 霉菌 的 数量 及 比例 显著 高 于 对 照 ,， 但 使 小 单 
孢 菌 的 数量 降低 。 由 此 可 以 看 出 ， 生 防 放 线 菌 配 施 
棉 秆 炭 能 提高 连作 棉田 土壤 中 生 防 放 线 菌 的 数量 ， 
增强 生 防 菌 制剂 的 防 病 促 生 作用 ,改善 连作 棉田 土 
十 微生物 群落 结构 ， 在 防 控 棉 花 连作 障碍 上 上 县 有 较 
大 的 应 用 潜力 。 
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